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についても考察した。Table 1に用いた曝露物質の構造と物性をまとめて示す 9)。  
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Table 1  Chemical structures, physicochemical properties and toxic parameters of the 



































338.5 43-48 180 3.46 6091 >2000 
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と考えた場合、化学物質による細胞毒性 T と曝露される生細胞中濃度 C に以下















皮膚中で引き起こされる毒性 T と皮膚中濃度 C についても成り立つと考えられ
る。同様に全身循環系に移行した後の血中濃度 C と全身毒性 T との関係につい
ても適用することができる。 
化学物質の皮膚透過係数 permeability coefficient、P（cm/s）は定常状態の経皮
























































一方、化学物質を適用する表皮を構成する表皮細胞は表皮基底層で 1 日 1 回
分裂し、基底細胞から有棘細胞、顆粒細胞、角層細胞へと分化していき、約 1
か月で角層の最上層に到達する。また、角層最上層は一日一層、垢という形で
はがれる。これを落屑（desquamation）という 17)。1日（24 × 60 × 60 秒）に角層
一層（厚みは約1 μm）が剥がれる速度を計算すると、desquamation rateは約1 × 10-9 
cm/s となる 17)。なお、化学物質が一日かけて角層表層部の 1層深部に浸透した
場合でも、この部分は剥がれるので、表皮の生細胞がある顆粒層、有棘層、基
底層には化学物質は移行しないことになる 18)。すなわち、化学物質の皮膚を介
する透過係数が 1 × 10-9 cm/s より小さければ、化学物質は角層実質層を透過しな




る。Table 2 からわかるように、局所作用薬は 1 × 10-9 cm/s かそれ以下の値を示












Fig. 1  Schematic representation of skin permeation images expected by comparing the 
permeability coefficient, P, with the desquamation rate (≈ 1 × 10-9cm/s) 
SC; stratum corneum, Ved; viable epidermis and dermis 
 
 
本編では、まずモデル曝露物質の皮膚透過性を測定して P を求め、得られた P
と desquamation rate の関係により、3種の殺虫成分の皮内浸透性を評価した。ま






P < 1×10-9 cm/s
P ≈ 1×10-9 cm/s
P > 1×10-9 cm/s





Table 2  Permeability coefficients of topically applied drugs 
Expected site 








Local Acyclovir 225.2 4.7 × 10
-7
 [18] 
 Clobetasol propionate 410.9 2.2 × 10
-8
 [19] 
 Clotrimazole 344.8 1.4 × 10
-10
 [20] 
 Diclofenac 269.1 1.8 × 10
-7
 [21] 
 Hydrocortisone 362.5 8.3 × 10
-10
 [22] 
 Metronidazole 171.2 7.5 × 10
-8
 [21] 
 Penciclovir 253.3 2.8 × 10
-8
 [18] 
 Pimecrolimus 810.5 4.2 × 10
-11
 [23] 
 Tacrolimus 804.0 2.6 × 10
-9
 [23] 
 Terbinafine 291.4 2.8 × 10
-10
 [20] 
Systemic Caffeine 194.2 2.9 × 10
-8
 [34] 
 Estradiol 272.4 8.3 × 10
-8
 [20] 
 Fentanyl 336.5 9.7 × 10
-6
 [25] 
 Isosorbide dinitrate 236.1 1.3 × 10
-6
 [26] 
 Methylphenidate 233.3 7.1 × 10
-7
 [27] 
  233.3 1.8 × 10
-8
 [26] 
 Nicotine 162.2 7.5 × 10
-7
 [28] 
 Nitroglycerine 227.1 9.9 × 10
-5
 [29] 
 Norelgestromin 327.5 4.1 × 10
-6
 [27] 
 Oxybutynin 357.5 2.8 × 10
-8
 [27] 
 Rivastigmine 250.3 1.5 × 10
-6
 [27] 
 Rotigotine 315.5 3.6 × 10
-8
 [30] 
 Salicylic acid 138.1 6.1 × 10
-7
 [20] 
  138.1 4.1 × 10
-7
 [27] 
 Scopolamine 303.4 1.4 × 10
-8
 [24] 
  303.4 2.2 × 10
-7
 [27] 
 Sumatriptan 295.4 6.9 × 10
-9
 [31] 






第 2節 実験の部 
 











Dulbecco’s modified eagle medium（DMEM）は大日本製薬株式会社（東京、日本）
から購入した。Fetal bovine serum（FBS）は ICN Biomedicals, Inc.（Aurora，OH，
U.S.A.）から購入した。トリプシンは Invitrogen Corporation（Carlsbad，CA，U.S.A.）
から購入した。3-(4, 5-dimethylthazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide（MTT
試薬）はシグマアルドリッチジャパン株式会社（東京、日本）から購入した。 
 
2.  実験動物 














セル（セル容量 4.0 mL、有効透過面積 0.64 cm2）に取り付けた。各バイオサイ
ドを種々濃度に溶解させた（p-クレゾール、ダイアジノン、およびレスメトリン





たモデル溶媒として使用した。実験中、皮膚温度を 32ºC に保ち、真皮側の PBS
をマグネティックスターラーで攪拌した。経時的に真皮側の溶液 400 µL採取し、
その都度、同量の PBS を補充した。実験時間を 90分（p-クレゾール）および 24
時間（ダイアジノンおよびレスメトリン）とし、実験終了後にドナー溶液は回








（15,000 rpm, 4°C, 5 min）し、その上清をバイアルに集めた。ダイアジノンとレ
スメトリン適用群の皮膚ホモジネートサンプルは同量の 2 ppm BHT 入りジクロ




遠心分離（15,000 rpm, 4°C, 5 min）によりタンパク質除去を行った。レスメトリ
ンは、採取した溶液 500 µLを同量の 2 ppm BHT入りメタノールと良く混和した。
さらに、この混液 0.5 mLとジクロロメタン 0.5 mLを混ぜ、振とうした。また、
ダイアジノンのレシーバー溶液は特別な調製はせずにそのまま測定に用いた。 





ル中の p-クレゾール濃度は、280 nm の吸光度により測定した。4-ヒドロキシ安
息香酸メチルを内部標準物質として用いた。移動相には 40% アセトニトリル水




レスメトリンは、6890N GC（Agilent Technologies, Waldbronn, Germany）を用
いて定量した。検出器には Agilent Technologies 5973 inert Mass Selective Detector 
14 
 
を用い、キャピラリーカラム（HP-5ms, 30 m × 0.25 mm i.d., 0.25 µm of film 
thickness, Agilent Technologies）によって構成された GC/MS を用いて分析した。
インジェクション容量 2 μLをスプリットレス分析により装置に導入し、流速 1 
mL/min、サンプル導入部、イオンソースの温度はそれぞれ 280°C および 230°C
に設定した。カラムは、50°C から 170°C まで、昇温速度を 40°C/min に設定し、
その後 170°Cから 300°Cへ昇温速度を 6°C/minに設定し分析を行った。検出は、
セレクティブイオンモードにより行い、質量電荷比が 123 および 171 のピーク
33)からレスメトリン濃度を求めた。 
 
4.  HEKおよび HDF 生存率に対する p-クレゾールの影響評価 
 HEK および HDF は、HuMedia-KG2 および 10% FBS 添加 DMEM を培地とし
て用い、CO2 インキュベータ（MCO-18AIC、三洋電気株式会社、大阪、日本）
中で 5% CO2, 95% Air, 37ºC の条件下で培養した。細胞は 80%コンフルエントと
なった時点でトリプシン処理によりディッシュより剥離し、実験に使用した。 
HEKまたは HDFを 96 well microplate（日本ベクトン・ディッキンソン株式会
社、東京、日本）に 2.0 × 105 cells/mLとなるように調製した細胞懸濁液を 100 μL
播種し（6.3 × 104 cells/cm2）、インキュベータ内で 24時間プレインキュベートし
た。p-クレゾールは細胞培養時の培地を用いて各濃度溶液を調製した。HEK ま
たはHDFに調製した溶液 100 μLを 3、12および 24 h曝露した後、0.3 mg/mL MTT-
培地溶液 100 μLを 3 時間適用した。細胞への曝露は 37ºC、5% CO2存在環境下
行った。その後 MTT-培地を除去し、0.04 M HCl-isopropanol 溶液 100 μLを適用
し、室温・暗所で 30 min 間放置し生成したホルマザンを抽出した。抽出したホ
ルマザン溶液はマイクロプレートリーダ （ーSpectraMax M2e、モレキュラーデバ
イスジャパン株式会社、東京、日本）により波長 570 nm（対照波長 650 nm）の
15 
 
吸光度を測定し、死細胞率を求めた。この時クレゾール濃度 0 μmol/mL 適用群
をコントロールとして用いた。Hill 式（式（1））中のパラメータ（TC50, Tmax, γ）
は得られた死細胞率から最小二乗法を用いて Hill 式にあてはめ求めた。 
 
5.  p-クレゾールのラット全身クリアランス測定 
 ウレタン麻酔下（1.0 g/kg，i.p.）のWistar ラットに 100 μmol/mL p-クレゾール











tt eBeAC          (5) 
 
6.  統計解析 
データは特別な記載がない限り平均値 ± S.E.として表記した。結果の解析に





第 3節 結果 
1.  p-クレゾールの皮膚透過性および皮膚中濃度 
 Figure 2 に雄性ヘアレスラット摘出全層皮膚および角層除去皮膚を介した p-
クレゾールの累積皮膚透過量－時間プロファイルを示す。100 μmol/mL p-クレゾ
ールのケロシン溶液 0.5 mLを適用した場合、全層皮膚の 90 分累積透過量は 7.28 
μmol/cm2、同濃度の PBS 溶液を適用した場合は 2.18 μmol/cm2であり、ケロシン
を用いた方が有意に（p < 0.01, 3.3 倍）高くなった。一方、角層除去皮膚の 90
分累積透過量はケロシン溶液で 11.7 μmol/cm2、PBS溶液で 12. 0 μmol/cm2であり、
両溶液間で有意差が見られなかった。p-クレゾールの角層除去皮膚と全層皮膚透
過性を比べると、ケロシンおよび PBS 溶液はともに角層を除去 34)した角層除去
皮膚透過量が高くなった。 
 次に p-クレゾールの皮膚中濃度を調べた。Figure 3 に in vitro 皮膚透過実験開
始後 90分の各皮膚中の p-クレゾール濃度を示す。全層皮膚にケロシン溶液を適
用したときの p-クレゾール皮膚中濃度は 62.0 μmol/g、PBS 溶液を適用したとき
の皮膚中濃度は 33.9 μmol/gであり、ケロシンを用いた方が有意に（p < 0.01, 1.8
倍）高かった。また角層除去皮膚透過実験後において、p-クレゾールの皮膚中濃
度は、ケロシン溶液を用いたときには 51.7 μmol/g、PBS 溶液を用いたときには





Fig. 2  Permeation profile of p-cresol through hairless rat full-thickness (circle) and 
stripped (square) skin.  Closed and open symbols indicate kerosene and PBS, 
respectively, as donor vehicle. Each data point shows the mean ± S.E. of 3 or 4 separate 





































Fig. 3  Concentration of p-cresol in skin after the in vitro permeation experiment.  A 
donor solution of kerosene (closed column) or PBS (open column) was used.  Each 






































2.  ダイアジノンの皮膚透過性および皮膚中濃度 
ダイアジノン（164 nmol/mL）の 24 時間曝露では、全層皮膚および角層除去
皮膚どちらを用いた透過性評価においても、PBS およびケロシン溶液からの透
過量は検出限界以下であった。Figure 4 にダイアジノンの in vitro 透過実験開始
24 時間後の各皮膚中のダイアジノン濃度を示す。全層皮膚にケロシン溶液を適
用したときのダイアジノンの皮膚中濃度は 15.6 nmol/g、PBS 溶液を適用したと
きの皮膚中濃度は 76.8 nmol/gであり、p-クレゾールの結果と異なり PBS を用い
た方が 4.9倍高かった。また角層除去皮膚にケロシン溶液を適用したときのダイ
アジノンの角層除去皮膚中濃度は 1.19 nmol/g、PBS 溶液を適用したときの角層











Fig. 4  Concentration of diazinon in the skin after the in vitro permeation experiment.  
A donor solution of kerosene (closed column) and PBS (open column) was used.  Each 




































3.  レスメトリンの皮膚透過性および皮膚中濃度 
レスメトリン（590 nmol/mL）の 24 時間曝露では皮膚透過量は検出限界以下





4.  p-クレゾールによる培養皮膚細胞毒性評価 
Figure 5 に主なヒト皮膚構成細胞である表皮由来細胞の HEK および真皮由来
細胞の HDFの培地（HuMedia-KG2および 10% FBS 添加 DMEM）に種々濃度の
p-クレゾールを 3、12、24時間適用した時の死細胞率を示す。皮膚透過実験に用
いた濃度（100 μmol/mL）よりも低い濃度で、ほぼ 100%の細胞が死滅した。ま
た、Table 3 には得られた死細胞率（T）を Hill 式（式（1））に当てはめた時の
Tmax、γ、TC50 の各パラメータを示す。p-クレゾールの細胞毒性は濃度依存的で
あり、p-クレゾールの適用時間を 12から 24時間に延長すると、TC50が HEKで
は 8.37から 6.69 μmol/mLに、HDFでは 6.04 から 5.27 μmol/mLとわずかである
が低値に移行した。γ 値は曝露時間の延長に伴い HEKおよび HDF でわずかに上
昇する傾向を示したが、今回用いた 2 つの細胞種間に大きな違いはなかった。 
また、90 分間の透過実験終了後の p-クレゾール皮膚中濃度は、HEK および
HDFに p-クレゾールを 3時間曝露した時の TC50値より高かった（Fig. 3, Table 3）








Fig. 5  Relationship between the number of dead cells and concentration of p-cresol 
applied on HEK (a) or HDF (b) for 3 (circle), 12 (square) and 24 (diamond) hours.  
Each value shows the mean ± S.E. of six experiments.  Solid lines are fitted curves 
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γ TC50 (μmol/mL) 
 3 111 3.12 12.5 
HEK 12 104 8.43 8.37 
 24 100 9.69 6.69 
 3 94.9 2.03 6.80 
HDF 12 90.9 3.63 6.04 
 24 98.9 4.37 5.27 
 
 
5.  p-クレゾール皮膚曝露後の血中濃度予測 





パートメントモデルに当てはめ p-クレゾールのラットの体内動態パラメータ A, 
B, α, β をそれぞれ算出したところ、0.12 μmol/mL、 0.06 μmol/mL、 0.38 min-1、 
0.09 min
-1となった。さらに、消失速度定数、分布容積、全身クリアランスはそ




Fig. 6  Elimination kinetics of p-cresol after i.v. injections to rats.  Each value 
represents the mean ± S.E. of four separate experiments.  Broken line shows a 
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クレゾールの全層皮膚および角層除去皮膚透過係数はいずれも 10-5 - 10-6 cm/sオ
ーダーを示した（Table 4）。化学物質の皮膚透過係数が落屑速度以下の場合、化
学物質の皮膚内への浸透はほとんどないと考えられるが、p-クレゾールの透過係
数は落屑速度である 1 × 10-9 cm/s を大きく（1000 - 10000倍程度）上回り、p-ク
レゾールは皮膚中に検出されると考えられた。皮膚の比重を 1 g/cm3と考えた場
合 41)、皮膚中の p-クレゾール濃度は適用濃度に近くなり（Fig. 3）、p-クレゾール














Table 4  Relationship between permeability coefficient and the desquamation rate 
 Pkerosene (cm/s) PPBS (cm/s) Pdes (cm/s) 
p-Cresol 1.91 × 10
-5
 5.97 × 10
-6
 1 × 10
-9
 
Diazinon < 7.28 × 10
-10
* < 7.28 × 10
-10
* 1 × 10
-9
 
Resmethrin < 1.82 × 10
-9
* - 1 × 10
-9
 
Full-thickness skin permeability coefficients (P; cm/s) of biocides were 
predicted from flux at the steady-state or limit of quantification (LOQ) value.  






値、Hill 係数 γなどのパラメータを算出した 12)（Table 3）。最大毒性は、HEKお















時の血中濃度を皮膚透過係数と in vivo 代謝実験より得られた全身クリアランス
値より式（4）を用いて予測した。ラットを用いた場合、p-クレゾールのラット
体内からの消失は非常に速やかであり（Fig. 6）、たとえ 100 μmol/mLの p-クレゾ
ールにヘアレスラットの皮膚が長時間（定常状態に達するまで；20 分以上）広
範囲（10 cm2）にわたって曝露されたとしても、血中濃度は 0.05 μmol/mL程度
にしかならないことがわかった。p-クレゾールの蓄積性は低いことが知られてお














































第 2編 代謝を受ける化学物質皮膚曝露後の皮内動態評価 
 
フタル酸ジエステル類は、可塑剤としての有用性および低原価等から、化学
































































































第 1節 理論 
 
化学物質の皮膚曝露後の安全性を考える上で、その物質の皮膚透過性の指標
である皮膚透過係数 P (cm/s) を算出することが重要であることは第 1 編で示し
た。皮膚が化学物質に曝露されると、化学物質は Fick の拡散則に従い皮膚に分
配し、拡散・透過する。このとき、定常状態時の化学物質の単位面積当たりの






































層からなり、約 20 μm の厚みがある。角層は最外層から一日一層剥がれ落ちる
ので、角層落屑速度（Pdes）は 1（μm/day）すなわち約 1 × 10
-9（cm/s）と算出す






























第 2節 実験の部 
 







Table 5に本研究で選択したフタル酸エステル類の分子量と Clog P をも示す。な
お Clog P値は Chem Draw Ultra 12.2®（PerkinElmer informatics, M.A., U.S.A.）を
用いて算出した。 
 
2.  ヘアレスラットおよびヒト皮膚 

















型拡散セル（有効透過面積 0.95 cm2）に装着し、表皮側および真皮側に pH7.4 リ
ン酸緩衝液（PBS）（for di-BP and BP）または 10% DMSO-PBS 溶液（for BnBP, BnP, 
di-iOP, and iOP）をそれぞれ適用し、30 min 水和処理を行った。水和後、表皮側
に各濃度に調製したフタル酸エステル溶液（di-BP; 718 nmol/mL, BnBP; 400 
nmol/mL, di-iOP; 256 nmol/mL, BP; 4.0 μmol/mL, BnP; 4.0 μmol/mL, iOP; 1.4 






2.7 μmol/mL DFP-PBS 溶液を皮膚の水和溶液として用い、皮内のエステラーゼ活
性を阻害した。透過実験は、DFP 濃度が 0.54 μmol/mLとなるように調製した PBS
溶液を用いた以外は同様の操作で行った。 
 
4.  ヒト摘出皮膚を用いた皮膚透過性試験 






または 10% DMSO-PBS 溶液（for BnBP and di-iOP）を適用し、皮膚透過性試験
を行った。 
 
5.  皮膚中濃度測定 
皮膚透過性試験後のヘアレスラット腹部またはヒト摘出皮膚表面に付着して
いる適用化学物質を洗い流すため PBS（for di-BP and BP）または 10% DMSO-PBS
溶液（for BnBP, BnP, di-iOP, and iOP）1 mLを用いて 3回洗った。透過実験に用
いた皮膚の有効透過面積を切り出し、ハサミを用いてミンスした後、PBS また
は 10% DMSO-PBS 溶液を加え電動ホモジナイザー（Polytron PT-MR 3000®、
Kinematica、Lucerne、Switzerland）を用いて氷冷下で皮膚ホモジネート（4%）
を調製した。得られた皮膚ホモジネートに 16% トリクロロ酢酸入り PBS または
10%DMSO-PBS 溶液を同量加え、15 min よく撹拌した後、遠心分離（18,800 ×g、
5 min、4ºC）によって除タンパク質操作をし、上清を薬物濃度測定用のサンプル
とした。DFP によるエステラーゼ活性阻害処理をした皮膚を介した透過実験を
行った後の皮膚中濃度の測定は、0.54 μmol/mL DPF-PBS 溶液を用いた以外は同
様の操作を行った。 
 














を変形した Hanes-Woolf plot を用いて代謝酵素パラメータ（Km、Vmax）を算出し
た。ホモジネート中のタンパク質量は、Lowry 法 58)を用いて測定した。なお、































流速 1 mL/min、カラム温度を 40°C に設定した。その他、移動相や測定波長等の
定量条件等は全て Table 6に示す。 
 
 
Table 6  HPLC-UV condition for determination of phthalates. 
Chemicals Mobile phase λ 
(nm)** 
Rt (min)*  
di-BP 0.5% Phosphoric acid : Acetonitrile 
= 6.5 : 3.5 
254 BP : 1.6 min, 
di-BP : 6.3 min 
BnBP 0.5% Phosphoric acid : Acetonitrile 
= 6.75 : 3.25 (0 - 9 min)→ 8 : 2 (9 
- 13 min)→ 8 : 2 (13 - 20 min)→ 
6.75 : 3.25 (20 - 23 min) 
280 BP : 9.0 min, 
BnP : 11 min, 
BnBP : 18 min 
di-iOP 0.5% Phosphoric acid : Acetonitrile 
= 3 : 7 (0 - 4 min) → 0 : 10 (4 - 8 
min) → 3 : 7 (8 - 12 min) → 3 : 7 
(12 - 15 min) 
280 iOP : 3.0 min, 
di-iOP : 12 min 
*  λ: wave length detected,   ** Rt: retention time 





第 3節 結果 
 
1.  フタル酸ジエステル類皮膚曝露後の皮膚透過性および皮膚中濃度  
Figure 7 はヘアレスラット皮膚（A）およびヒト皮膚（B）に di-BP を適用後の
単位面積当たりの累積透過量-時間プロファイルを示す。ラットおよびヒトの全
層皮膚（a）に di-BP を適用した時、di-BP の累積皮膚透過量は透過実験開始 12
時間後でも定量下限（1 nmol/mL）以下であった（open circle）。なお、Human 全
層皮膚を介した透過実験では 36 時間目まで延長して行ったが、di-BP は検出さ
れなかった。しかし、di-BP の代謝物と考えられるモノエステル体の BP がレシ
ーバー中に検出され、透過実験開始 12 時間後の BP 累積全層皮膚透過量はラッ
トおよびヒト皮膚それぞれ約 65 nmol/cm2および 50 nmol/cm2となった（Fig. 7a）。
角層除去皮膚に di-BP を適用した時（b）も、ヘアレスラット皮膚（A）、ヒト皮
膚（B）を介した di-BP の累積透過量は試験開始 6時間以降でも定量下限値以下
であった。一方で、全層皮膚と同様に、ヘアレスラット角層除去皮膚（A）およ
びヒト角層除去皮膚（B）を介した透過実験でもモノエステル体の BP が検出さ









Fig. 7  Skin permeation profile of di-BP and its metabolite (BP) 
Time course of the cumulative amount of di-BP (open circle) and BP (open diamond) 
that permeated through hairless rat (A) or human (B) full-thickness skin (a) or stripped 
skin (b) after application of di-BP.  N.D. means “not detected”.  Each point represents 
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Figure 8 に皮膚透過性試験後の di-BP および BP の皮膚中濃度を示す。Figure 8
中の DFP 処理群は、皮膚エステラーゼ阻害剤の DFP 溶液で水和処理した皮膚を
用いて実験を行った時の di-BP および BP の皮膚中濃度を示す。DPF処理をしな




ット皮膚からは BP は検出されず、di-BP のみが全層皮膚（a）および角層除去皮
膚（b）から検出された。また、その値はそれぞれ約 700および 800 nmol/gであ
り、角層を除去することによってわずかに増えたが大きな差はなかった。この
ことより、di-BP は皮膚に浸透するものの、皮膚内のエステラーゼにより代謝さ







Fig. 8  Concentration of di-BP (□) and its metabolite (BP) (■) in hairless rat (A) and 
human (B) skin after permeation experiment of di-BP through full-thickness (a) or 
stripped (b) skin  DFP treated skin was pretreated with DFP to inhibit esterase activity 




















































































角層除去皮膚（b）ともに透過実験開始後 24、12時間後でも BnBP のレシーバー
中濃度は定量下限値（5 nmol/mL）以下であった（open circle）。なお、ヒト全層
皮膚を介した透過実験を 36 時間まで延長して行ったが、BnBP は定量できなか
った。しかし、ラット（A）およびヒト（B）の全層皮膚（a）、角層除去皮膚（b）
いずれの皮膚を介した BnBP 透過実験からも、BnBP の代謝物と考えられる BnP
（open triangle）および BP（open diamond）がレシーバー液から検出された。し
かし、全層皮膚（a）を用いた時も、角層除去皮膚（b）を用いた時も、モノエ
ステル体の透過量には大きな差は見られなかった。ヘアレスラットラット皮膚
（A）を介した透過実験で検出されたモノエステル体は BnP < BP、また、ヒト
皮膚（B）を介した透過実験で検出されたモノエステル体は BP < BnP であり、
ヘアレスラット皮膚とヒト皮膚で主に透過する代謝物質が異なった。ヘアレス
ラット皮膚（A）を介する 24時間の累積透過量は BnP が 25 nmol/cm2、BP が 200 
nmol/cm
2（全層皮膚; a）、また、ヒト皮膚（B）を介する 24 時間累積透過量は、
BnP が 35 nmol/cm2、BP が 5 nmol/cm2（全層皮膚; a）程度となった。一方、DFP
処理をしたヘアレスラット皮膚を用いたとき、ジエステル体の BnBP、モノエス





Fig. 9  Skin permeation profile of BnBP and its metabolite (BnP and BP) 
Time course of the cumulative amount of BnBP (open circle), BnP (open triangle) and 
BP (open diamond) that permeated through hairless rat (A) or human (B) full-thickness 
skin (a) or stripped skin (b) after application of BnBP.  No phthalates were determined 
when the skin was pretreated with esterase inhibitor of DFP (closed circle).  Each point 










































































中の BnBP、BnP および BP の濃度を示す。透過実験終了後のヘアレスラット皮
膚（A）からは BnBP、BnP および BP が検出された。モノエステル体の量は BnP 
< BP であり、透過実験で得られた順序と同じであった。また、DFP 処理をした
皮膚からは、ジエステル体の BnBP のみが検出された。DFP 処理をした皮膚中
の全フタル酸量は、DFP 処理をしていない皮膚中の全フタル酸量に比べて高く
なった。透過実験終了後のヒト皮膚（B）からは、BnP および BP のみが検出さ
れた。その量は BP < BnP であり、透過実験で得られた透過量の順序と同じであ
った。このことから、di-BP を皮膚透過実験と同様に、BnBP は皮膚に浸透する







Fig. 10  Concentration of BnBP (□) and its metabolites of BnP (■) and BP (■) in 
hairless rat (A) and human (B) skin after permeation experiment of BnBP through 
full-thickness (a) or stripped (b) skin  DFP treated skin was pretreated with DFP to 
inhibit esterase activity in skin.  N.D. means “not detected”.  Each column represents 



















































































一方で、ヘアレスラットおよびヒト皮膚に di-iOP を 24時間適用しても、di-iOP
は DFP 処理の有無に関わらず全層皮膚および角層除去皮膚ともに透過せず、皮
膚中にも検出されなかった。また、この時の Pulは、式（6）より 1.1 ×10
-10
 cm/s


























Species  Pfull-thickness (cm/s)  Pstripped (cm/s)  
di-BP  di-BP  
Human  Pul < 5.1×10
-10
  Pul < 2.6×10
-10
  
Hairless rat  Pul < 5.1×10
-10
  Pul < 2.6×10
-10
  
di-BP  BP  
Human  Pm: 8.6×10
-6
  Pm: 7.2×10
-6
  
Hairless rat  Pm: 7.3×10
-5
  Pm: 6.8×10
-5
  
BnBP  BnBP  
Human  Pul < 4.6×10
-11
  Pul < 1.8×10
-9
  
Hairless rat  Pul < 4.7×10
-11
  Pul < 1.8×10
-9
  
BnBP  BP  
Human  Pm: 2.7×10
-7
  Pm: 2.5×10
-7
  
Hairless rat  Pm: 6.0×10
-6
  Pm: 3.5×10
-6
  
BnBP  BnP  
Human  Pm: 1.1×10
-6
  Pm: 1.5×10
-6
  
Hairless rat  Pm: 9.2×10
-7
  Pm: 9.0×10
-7
  
di-iOP  di-iOP  
Human  Pul < 1.1×10
-10
  Pul <1.4×10
-10
  
Hairless rat  Pul < 1.1×10
-10
  Pul <1.4×10
-10
  
di-iOP  iOP  
Human  -*  -*  
Hairless rat  -*  -*  
 
*di-iOP was not metabolized in human or hairless rat skin  
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2.  フタル酸モノエステル類皮膚曝露後の皮膚透過性および皮膚中濃度 
Figure 11 にヘアレスラット全層皮膚（a）および角層除去皮膚（b）にフタル
酸モノエステル体である BP、BnP および iOP を適用した時の単位面積当たりの
12時間目（全層皮膚; a）、および 6時間目（角層除去皮膚; b）の累積透過量を示
す。全層皮膚を介した 12時間の透過実験後、レシーバー中に検出されたフタル
酸エステルは BP だけであった。透過実験時間を 24 時間に延長すると、BnP は
検出されたが、iOP は検出されなかった。一方で、角層除去皮膚を介した透過実
験では、BP, BnP、そして少量ではあるが iOP も 6時間後のレシーバー溶液から
検出された。また、ジエステル体の透過実験結果と異なり、モノエステル体の
透過量は皮膚の角層除去処理によって増大した。ヘアレスラット皮膚を介した
フタル酸モノエステルの透過係数を Table 8 にまとめて示す。どのモノエステル








Fig. 11  Cumulative amount of BnP (■), BP (■) or iOP (■) that permeated through 
hairless rat skin  a; Cumulative amount of mono-phthalates through hairless rat 
full-thickness skin at 12 h.  b; Cumulative amount of mono-phthalates through hairless 
rat stripped skin at 6 h.  N.D. means “not detected”.  Each column represents the 







































































BnP BP i-OP BnP BP i-OP
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Species  Pfull-thickness (cm/s)  Pstipped (cm/s)  
BP  BP  Hairless rat  P: 2.4×10
-7
  P: 6.8×10
-5
  
BnP  BnP  Hairless rat  P: 3.9×10
-8
  P: 4.4×10
-6
  
iOP  iOP  Hairless rat  Pul< 4.8×10
-11













-2、3.1×10-3 min-1 mg 
protein
-1 であり、ラット皮膚中の生成速度がヒト皮膚中のそれよりも速かった。
また、ジエステル体の BnBP からモノエステル体の BnP または BP への変換速度
の指標である Vmax/Km 値は、ヘアレスラット皮膚ホモジネート中ではそれぞれ
2.8×10
-3、9.1×10-3 min-1 mg protein-1（BnP < BP）であり、ヒト皮膚ホモジネート






の酵素により iOP を生成せず、di-iOP は代謝を受けないことがわかった。一方、





Table 9  Enzymatic parameters of Km and Vmax for the metabolism of di-BP to BP, of 
BnBP to BP and BnP, of di-iOP to iOP of BP to PA, of BnP to PA and of iOP to PA 








































































Hairless rat skin N.D. 
Human skin N.D. 
BP PA 
Hairless rat skin N.D. 
Human skin N.D. 
BnP PA 
Hairless rat skin N.D. 
Human skin N.D 
iOP PA 
Hairless rat skin N.D. 










皮膚中濃度を試験したところ、ジエステル体は皮膚を透過せず（Figs. 7 and 9）、
皮膚深部に浸透することもなかった（Figs. 8 and 10）。しかし一方で、フタル酸
ジエステル体を適用するとモノエステル体BP、BnPが皮膚透過し（Figs. 7 and 9）、





di-iOP の脂溶性が di-BP や BnBP に比べても非常に高い（ClogP: 8.71）ため、適
用溶液への溶解性が低く適用濃度が十分確保できなかった（適用濃度：256 
nmol/mL）こと、また高すぎる油水分配率のため、皮膚への十分な分配性が確保




 cm/s 以上であった。以前、Sugibayashi は皮膚
透過係数が 10-9 cm/s以下の物質について、理論的に角層を透過しないと報告し
































さらに、全層皮膚へモノエステル体である BnP や BP を適用した時、ジエス





を評価した。その結果、BnP および BP は非常に速やかに角層除去皮膚を透過し

























（CES 活性）が観察され、より多くのモノエステル体が生成した（Figs. 9 and 10）。
さらに、異なる側鎖を持つフタル酸ジエステル類の BnBP の主な代謝物は、ラッ






ファミリーには CES1-CES5 およびその類似酵素が知られており 65)、その中でも
































































































Fig. 12  Flow diagram for safety evaluation of topically exposed chemical compounds  
This diagram can only use for lipophilic compounds, because the contribution of 
appendix route (hair follicles and sweat glands) cannot be ignored especially for 
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